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《使用経験》

固相法によるインスリンラジオイムノアッセイ法の検討

板　津　武　晴＊ 伊　藤　光　泰＊

緒　　言

　1959年，Bersonらによりインスリンのradioim・

munoassay法が確立されて以来1），現在，広く臨

床に用いられている．本法において抗体と結合し

たインスリンと遊離インスリンを分離する方法は

種々考案されている2）－9）．現在は二抗体法による

分離法が広く行われているが，血清中の抗原抗体

反応阻害特質の存在による影響，大量の第二抗体

が必要なため高価になる等々の問題点が指摘され

ている10）～13）．

　今回，我々は抗インスリン抗体をImmunoadso

rbentであるSephadexに結合させたいわゆる固

相法によるインスリン測定法（Pharmaciaで開発

されたPhadebas　Insulin　Test）を入手する機会

を得たので，本法の基礎的並びに臨床的検討を行

った．

　1．Kitの内容及び測定手技

　1）試薬の調製

　①緩衝液（緩衝用物質を蒸留水200mlに溶解
する．）

　rL　Sephadex一インスリン抗体一Complex（緩衝

液100mlに溶解し，添加開始15～30分前から添

加が終るまで，Magnetic　Stirrerで撹拝し続ける）

　③標準インスリン（蒸留水4mlに溶解し，320

μU／mlの溶液を調製し，これを緩衝液で5，10，

20，40，80，160μU／mlの各濃度に希釈して，イソ
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Fig．1　Special　needle　with　stopper　for　aspiration　of

　　　supernatant

スリソ標準液として使用する）

　④1’25インスリソ3μCi（比活性333mCi／mg）を

緩衝液10mlで溶解する．

　2）測定手技

　「10×70mmの栓付きフラスチックチューブに

標準インスリソ液又は血清サンフル0．1ml，1125

インスリン液0．lml，　Sephadex一イソスリン抗体

一Complex懸濁液1．　Omlを入れる．プラスチッ

クチューブに栓をし，Vertical　Rotatorにて毎分

18回転にて回転振蓋し，室温下にて約24時間イ

ンキュベートする．インキュベーション終了後，

2000　r．　p．　m．で2分間遠沈し，フラスチックチュー

ブの栓をとり，再び2000　r．　p．　m．で5分間遠沈する．

上清を管底から5mmの深さまで吸引除去する

（Fig．1）．次いで，分注器にて生理的食塩水2ml

ずつ加え，同一条件で遠沈し上清を上記の如く吸

引除去する．この洗浄操作を3回繰り返した後，

沈澱物め比放射能をウェル・タイプシンチレーシ

ョンカウンターで測定する．非標識インスリン濃

度“0”の比放射能に対する比放射能の％を計算

し，標準曲線を描き，各検体のインスリン値を読
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Fig．2　Effect　of　washing　and　aspiration　on　B％at　48　hrs　incubation・

　　　Precip．：B％of　the　precipitant（open　column）

　　　NS：B％of　nonspecific　binding　to　tube（solid　column）

　　　Sup．：B％of　the　supernatant（small，　open　column）
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Fig．3　Effects　of　incubation　and　washing　on　B％．

　　　B／T（％）　：B％of　the　precipitant　and　the

　　　　　　supernatant　after　washing　once　or　twice

　　　NS／T（％）：B％of　nonspecific　binding　to　tube

　　　B・NS／T（％）：B／T－NS／T（％）

む、」と説明書に指示されている．

　2．血清サンプル

　空腹時に採血し，遠沈により血清分離後測定ま

で，－20°Cにて冷凍保存した．

　3．従来の二抗体法によるイソスリン測定は，

ダイナボット社製インスリンキットによった．

成　　績

　　1．基礎的検討

　　1）洗浄方法の検討

　　　B，Fの分離においてFig．1に示す如く，　Sto－

　　pperをつけた吸引針で上清を管底から5mmま

　　で吸引した場合（以下「5mm吸引」と略）と，

　　10mmまで吸引した場合（以ド「10mm吸引」と

　　略）とのBound％（B％と略）に及ぼす影響及

　　びそれぞれの洗浄回数のB％に及ぼす影響を

　　観察した．Fig．2にみる如く，48時間のイソキ
hr～

　　ユベーションにおける洗浄前及び1～4回の洗

　　浄の際のB％は，洗浄回数が増すに従って「5

　　mm吸引」では32．7％から22．5％へと減少し，

　　「10mm吸引」では32．7％から22．2’9・へと漸

　　減した．一方，1125インスリンの非特異的結合

　（NSと略）の放射能は「5mm吸引」では洗浄1

　回以上で，　「10mm吸引」では洗浄2回以上で，

　一定の％を示した．以上の事から「5mm吸引」

　では1回洗浄が，又「10mm吸引」では2回洗浄

　が必要と考えられた．

　　2）インキュベーション時間の検討

　　まず「5mm吸引」で1回洗浄する方法と，

　「10mm吸引」で2回洗浄する方法とで，　B％に及

　ぼす各インキュベーション時間の影響を比較検討
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　　　　　　Table　l　ReprOducibility

The　data　represent　the　mean±S．　E．　M．　in　pentaplicated

value．

Sample　Number　Mean±S．E．（uU／mの　C．V．（％）

A

B
C
D
E

5
⊂
U
ロ
U
に
U
5

9．6十1．1

18．7－1－2．7

54．4　一ト　5．3

94．6　十　7．1

7．3十1．0

11．4

14．4

9．7

7．5

13．6

0

0 5　　　10　　20　　40　　80　　160　　320

　　　Serum　IRI　uUtml

Fig．4　　Standard　Curve

した（Fig．3）．　前者の方法では，沈澱物の放射

能はインキュベーション時間の増すごとに19．7％

（6時間）から33．4％（72時間）へと増加し，後

者では24．4％（6時間）から30．8％（72時間）

へと増加した．これと対応して，NSの％も増加

した．従って，沈澱物の比放射能からNSの比放

射能を減じたものを総放射能に対するB％とする

と，48時間と72時間におけるB％はほとんどみ

るべき差異を認めず，48時間のインキュベーショ

ン時間が適当であると考えられた．以上の結果よ

り，我々は操作が簡便でしかも安定したB％が得

られる「5mm吸引」にて1回洗浄する方法を採

用した．

　3）標準曲線

　48時間インキュベーションにおける標準曲線を

示したのがFig．4である．各放射能のNSを減

じた沈澱物の比放射能の総放射能に対するB％で

表現した．同一　Batchのキットで連続3回測定し

た時の各インスリン濃度におけるB％は極めて近

似した値を示し，本キットの標準曲線は安定した

ものと考えられた．

　4）再現性

　A～Eの5検体をそれぞれ5重測定し，本法に

おける同一一一一　assay内の再現性を検討した．

　　　　　　　Table　2　Recovery

The　recovery　study　was　Performed　on　6（A－F）samples．

曾潴罐罐鵠艦罐㌻
A

B
C
D
E
F

3．7

24．3

30．5

14．5

30．0

4．6

0
0
0
0
0
0

1
・
1
？
一
4
▲
8
只
）

13．6

34．3

48．0

58．O

l40．0

117．5

99

100

90

108．7

137．5

140．0

　Table　1に示すごとく，変異係数はいずれも

14．4％から7．5％の間の数値を示し，良好な再現

性を示した．又，assay問の再現性を検討するた

め同一の8検体について，異った測定系列でしか

も3ヶ月後にインスリン値を測定し，それぞれの

値の差異を観察したが，インスリン値の低い血清

では，測定値に若干の差異が認められたが，全体

としてほぼ近似した値を示し，相関係数も0．98

と良好な結果を得た．

　5）回収率

　種々の血清に標準インスリン液10～80μU／ml

の既知濃度の液を添加し，その回収率を検討した

（Table　2）．インスリン濃度10～40μU／mlの回収

率は90～108％と良好であったが，80μU／mlと

インスリン高濃度では，その回収率はそれぞれ

137，140％とやや高い傾向を認めた．これに対し

て，インスローマの血清に標準インスリン液20μ

U／m1，5μU／mlを添加した際の回収率は，各々

87％，70％であり低い傾向を認めた．又，インス

Presented by Medical*Online



26 核医学　13巻1号（1976）

％
3
0

02×

▽
s
o
o
o

0

0

x〈XkK

A
B

』ゴ●

5　　　　　　｜0　　　　　20　　　　　40　　　　　80　　　　　160　　　　320

　　　　Serum　l　R　l　　uUtml

Fig．5　Dilution　Curve

　Dilution　curve　of　two　high　insulin　samples（sample

Aand　B）show　the　parallelism　with　the　standard

curve．
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Fig．6　Correlation　between　serum　IRI　value　in　double

　　　antibody　method　and　those　in　solid　phase

　　　method．　P＜0．　Ol

リン治療患者の血清でインスローマの場合と同様

の回収率をみると0％とほとんど回収されず，標

準インスリン液80μU／mlを添加してもわずか

7．5％の回収率を認めたにすぎない．　この様な血

清では，インスリン結合蛋白が存在すると考えら

れた．
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Fig．7　Correlation　between　serum　IRI　value　in　double

　　　antibody　method　and　those　in　solid　phase　method

　　　（A）Patient　with　insuloma（open　squares）

　　　（B）　Diabetic　trcated　with　insulin　（solid

　　　　squarse）

　6）希釈曲線

　インスリン濃度の高値を示す血清を希釈した際

のB％の変動を2検体について観察した．

　Fig．5にみるごとく，希釈曲線は緩衝液で作製

した標準曲線に一致し，本法が内因性インスリン

の変動を適確に示す指標たり得ることが確められ

た．

　7）二抗体法との比較

　100以上の検体について，本法と二抗体法とに

よるparallel　assayを行い，それぞれの値を比較

検討した．Fig．6にみる如く，両法による測定値

は極めて良好な相関関係（r＝0．94）を示した．

ただFig．7にみるごとく，本法で高インスリン

値を示すイスローマの症例では，二抗体法でも同

様のインスリン値を示し，相関関係も更に良好（r

＝0．98）であるのに対し，長年インスリン治療を

うけた症例で血清中にインスリン結合蛋白が想定

される場合には，本法におけるインスリン測定値

は，二抗体法に比較しより高くなり，両者の測定

値の間に解離を認めた．

　8）血清中のインスリン結合蛋白の有無について検

討．
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Fig．9　Changes　of　serum　IRI　levels　in　10090GTT．

　　　　　　　The　open　circle　shows　a　high　response　of

　　　　　　insulin　secretion　to　oral　glucose　load．　The

　　　　　　solid　clrcle　shows　a　low　response　of　insulin

　　　　　　secretion．　The　shaded　area　represents　the　nor・

　　　　　　mal　range　of　insulin　secretion　in　normal　sub’

　　　　　　jects．

　我々は，血中にイソスリン結合蛋白が存在する

かどうかをみるため，Fig．8に示す如く，血清

0．2mlに，本法に用いられる112sインスリン液

0．2mlと共に4°C下4日間インキュベートした後，

Serum　IRIuU／ml

　　　　l3・1

　　　　100

80

60

40

05　15　　刃　　　　60

　　　　　　　Time｛min）

　　　　normal

－di∂txrtic

go 1釦

Fig・10　Changes　of　serum　IRI　levels　in　20991ucose

　　　　　　i．v．　GTT．　The　open　squares　represent　normal

　　　　　subjects　and　the　solid　squares　represent　sub－

　　　　　　jects　with　diabetic　pattern　in　100g　OGTT．
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loo
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60

40

20
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■トー一■　diabetic

　　　　　　　　OlO2030CO5060　　90

　　　　　　　　　　　　　　　　Time｛min）

Fig・11　Changes　of　serum　IRI　levels　in　lg　tolbuta

　　　　　　mide　i．v．　test．　The　open　squares　represent

　　　　　　normal　subjects　and　the　solid　squares　represent

　　　　　　subjects　with　diabetic　pattern　in　10090GTT．

その反応液をSephadex　G－50のcolumn（1cm×

40cm）に添加，ゲル濾過を行い，各フラクショソ

の放射能をみた．破線で示すインスローマの血清

ではvoid　volumeに相当する初めの2～3mlの
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フラクションに放射能を認めないのに対し，実線

で示すインスリン治療患者の血清において，若干

の放射能を認めた．このことは，1125インスリソ

と結合する何らかの蛋白部分と考えられ，前記の

回収率の結果並びに本法と二抗体法との測定値の

間にみられた解離を説明するものと思われる．

　2．臨床的検討

　1）正常値

　15人の健常人の空腹時血中インスリン値の平均

（±SE）は，7．0±1．9μU／m1であった．

　2）1009糖経ロ負荷時の血中インスリン値（Fig．9）

　100g糖経口負荷時耐糖能異常を示した例は，

インスリン低反応を伴っているが，肥満，クッシ

ング症候群を含む3例は（白丸で示す）インスリ

ン過剰反応を示した．

　3）209糖静注負荷時の血中インスリン値（Fig．　10）

　100g糖経口負荷時に，耐糖能曲線が正常型を示

した例（白四角）は，5分以内に速かに上昇する

インスリン反応を示すのに対し，耐糖能曲線が糖

尿病型を示した例（黒四角）は，頂値に達するの

は15分から60分と遷延しかつ低値であった．

　4）1gトルブタマイド静注負荷時の血中インスリン

値（Fig．11）

　100g糖経口負荷時の耐糖能曲線が正常型を示

した例（白四角）では，10分で80μU／ml以上の

頂値を示すのに対し，糖尿病型を示した例（黒四

角）では，頂値50μU／ml以下の低反応を示した．

いずれも，二抗体法での測定成績とほぼ同様の傾

向を示し，本法におけるインスリン測定は臨床的

に十分使用し得ると考えられた．

考　　按

　1125インスリンの非特異的吸着（NS）の比放射

能を減少し得るとの予想の下に固相法における分

離法として3回洗浄が必要とされて来た12）‘’17）．

この洗浄操作は，繁雑であり18’　－2°）又測定感度を

低下せしめるものとも考えられたので，この3回

洗浄が必要であるか否かについて検討した．「5

mm吸引」では，洗浄を繰り返すことにより，上

清，沈澱物の比放射能が減少する一方，NSの比

放射能は一定に保たれる傾向にあり，又インキュ

ベーション時間が長い程そのB％も増加している・

これは，フラスチックチューフへの112Sインスリ

ンの非特異的吸着及び洗浄後の残存が十分に考え

られる．「10mm吸引」では，　NSのB％は明らか

に多く，それだけ洗浄の繰り返しが必要であると

いえる．これに対し，「5mm吸引」では，　Seph・

adexの一部を上清として吸引除去する危険性が

あり，洗浄を繰り返すことにより，その危険性が

増すものと考えられる．従って，非結合Ii2sイソ

スリンの残存をできるだけ少なくし，B％として

バラツキを少なくすることにもなり，そしてより

簡便な操作となると考え，「管底から5mmの高

さまで上清を吸引し，1回洗浄する」方法を採用

した．同時に，本法におけるB％は，Fig．3にみ

るごとくインキュベーション時間が長くなるに従

って増加する傾向を示すが，48時間インキュベー

ションての標準曲線はFig．4のごとく，良好な

displacement　curveを描いている．本法ての再現

性，回収率，希釈曲線は，いずれも満足すべきも

のであった．二抗体法との比較においても満足す

べき相関が得られたが，若干の血清においては，

両者の値に相違の大きなものがあり，本法では二

抗体法に比してより高いインスリン値を示した．

各assay　systemに用いる標準インスリンや抗体

による違い，あるいはP25インスリンの変化など

の他に，血清中に含まれるインスリン結合蛋白が

1125インスリンとの結合性を増しているためとも

思われ21）一’33），特に本法においては，Sephadex一

インスリン抗体一Complexとの1125インスリンの

結合性に何らかの変化を来たすことが示唆される．

これら例外的な血清を除けぽ，本法は簡便で，安

定なすぐれた測定法として一般的に使用しうる方

法と思われる．

結　　語

　固相法によるインスリン測定キットについて従

来の方已と比較しながら検討を行った．その結果，

基礎的条件もほぼ満足され，より簡便なものとす

るために，「洗浄1回，管底より5mmの深さま
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で吸引する」方法が推奨される．そしてその成績

からも十分臨床的に有用であると考えられる．な

お，インスリン結合蛋白の存在が疑われる血清で

は，二抗体法に比しよりインスリン高値となる可

能性が示唆された．
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